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研究課題
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L 高脂肪食摂取 に伴う真菌感染 に対する感受性およ び
サイ トカ イ ン 産生能の 変動
二 川 健 (徳島大学医学部)
栗 田 啓 幸 (千葉大学其菌医学研究セ ンタ ー , 真菌感染分野)
大荒田 素 子 (千葉大学其菌医学研究セ ンタ ー , 其菌感染分野)
研究成果
宿主の 桶度真蘭に対する感染抵抗能におよほす食用
油脂の 影響 に つ い て自然免疫 シス テ ム と の 関連におい
て検討した . その 結束 魚油 に特徴的に含まれる n -3系
高度不飽和脂肪酸の 一 つ で ある ドコ サ ヘ キサ エ ン酸の 摂
取により, 病原異常pzzr4 CCCCidl
l
oidesbT.¥∫Z
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e7ZSisに対する感
染抵抗能が低下する こと . ド コ サ ヘ キサ エ ン酸を飽和酸
やモ ノ エ ン酸と共に救取する ことによりn -6系不飽和脂
肪酸と共に摂取する場合と比 べ て抵抗能の低下が顕著に
なるこ とが判明した. 一 方. a -3系高度不飽和脂肪酸の
一 つ である エ イ コ サ ペ ン タ エ ン酸の摂取で は, 感染抵抗
髄の低下は生じな い こ とが明らかにな っ た . これらの結
果は, n -3系高度不飽和脂肪酸の ド コ サ ヘ キサ エ ン酸を
飽和軌 モ ノ エ ン蘭と共に損取 した場合に荷主の感染抵
抗能に影響をおよ ぼすことを示して い る . また, ドコサ
ヘ キサ エ ン酸と飽和酸, モ ノ エ ン酸との 組み合わせ によ
り. 槽主 の 感染に伴う炎症性サイ トカイ ン (lF N- γ お
よ ぴIL-1β) の 産生 ･ 放出量およぴ自然免疫シ ス テ ム に
おけるT L R 2の R N A発現量等の増加の割合が, 他 の食
用油を摂取した場合と比 べ て 大きい ことが確認された.
研究発表
居着韻文
1)0 打 a血 M,TsudukiT,Stl mkiT, Miya2 a W aT, Nikaw aT,
Ho ng-qu a nG, KmitaN:Dietarysupple m entation with
do co s ahe x nen oic a cid,btlt not Witheic o s ape nta e n oic add,
redn c esho str esista n c eto fungalinfe ctio nin mic e･ Bio
-
chl n Biophys Acta162 2:151- 60,2003.
研究課題
'
02- 02
食事法の感染防御能におよ ぼす影響
近 藤 博 膚 (金城学院大学)
栗 田 啓 幸 (千葉大学其菌医学研究セ ン タ ー , 鼻音感染分野)
大荒田 素 子 (千葉大学真菌医学研究セ ンタ ー . 異常感染分野)
宮 治 誠 (千葉大学其菌医学研究セ ンタ ー , 其薗感染分野)
研究成果 よぼし. 生活習慣病とも深く関わ っ て い る . 本研究にお
食生活の 長期に亘る影響は健康状態に大きく影響をお い て は宿主の 感染抵抗性に対する食生活の 影響を解明す
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るため の 基礎的段階の 一 つ として食食細胞の i21 ℡iir cに
お ける抗菌性に射する食品成分の影響を検討した. ま
ず. ヒ ト末梢血のb嘩 c o at中の全白血球を用いた場合B
bTV SiEc22Sis に対する抗菌効果が顕著 に大きい ことが観察
された. 本実験系にお い てIF N- 7 お よ びG MICSFは増
強効果を, - 方Ⅰし8 は減弱効果を示した. ま た. 茶菓
の 成分 で もある theophynin cは白血球の 本菌に射する抗
薗活性を顕著に低下させた . ま た. ca飽ine にも白血球
抗菌活性に対する阻害効果が認められた. 別 の研究では
マ ウ ス の感染モ デ ル におい て . ある種の多価不飽和牌防
酸 (do c os ahex a e n oic a cid) がp bT Wilic nsisに付する宿主抵
抗性を低下させることを明らかにした. 今後. 種 々 の多
価不飽和脂肪酸の in ”-&o■における白血球の 坑其常宿性
へ の影響を検討する .
研究課題
'
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病原性酵母カ ン ジダ ･ ア ル ピカ ン ス の染色体再編成が
新たな形質発現 に及 ぼす影響
鈴 木 孝 仁
営 口 伸 一
西 村 和 子
横 山 新 治
(奈良女子大学理学部)
(奈良女子大学理学部)
(千葉大学其菌医学研究セ ンタ ー . 系統 ･ 化学分野)
(千葉大学其薗医学研究センタ ー , 兵衛資源開発分野)
研究成果
病原性真菌Ca n戚血 G[bica2ZSの およ そ40 %の 臨床分蘇
株では著しい染色体核塑の多様性が見いだされる , 我 々
は敗色体横型の多様性が主と して 染色体間の 組み換え
(染色体貴慮) による こ とを報告して きた , 抗原性 発
芽管形成能. 塩基配列の相同性 (I TSl配列) などの種々
の 形質から C Gm ica n ∫で あると見なされ るT C H 23株で
は. 16本 の染色体のうち. 7本 にお い て染色体再配列が
生じており, 同時に5種類の糖利用に欠損が見られるこ
とが明らかにな っ た. こ れまでに染色体再配列に伴う形
質の変化がい く つ か報告され ており. a. o[bica n ∫に お い
て 染色体再配列が形質の多様性に関与 して い ると考えら
れる . 本研究ではT CH 23株の糖資化性能の喪失の 原因
を明らかにするために. まず. 糖資化性の 遺伝子の阜離
を試み た. TC H 23株に野生株由来の ゲノ ム D NAライ
ブ ラリ ー を形質転換し. 糖資化性が回復する ことを指摩
に, キ シ リ ト ー ル と a - メ チ )I, - D - グ ル コ シドの 資化性
*. a - メ チ ル ー D - グ ル コ シ ドの み の資化性能の 回復し
た形質転換体2株を選別した. こ れら の株 は5 kbの 挿
入断片をも つ プ ラ ス ミドを含んでおり. 糖資化性に関与
して い る遺伝子の存在が示唆される . 現在. そ の塩基配
列決定を行 っ て い る. 今後, そ れら の遺伝子の糖瞥化性
で の役軌 こつ い て , 蘇写解析や遺伝子鍍壊によ っ て明ら
かにして い く. また. さらに染色体再配列の 闘わりに つ
い ても検討を加える予定である.
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研究課題
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Aspergillu sjhmigatli5 の 痛原因子 に関する検討
多都田 弘
渡 辺
亀 井 克
土
管
彦
(船橋市立医療セ ンタ ー )
(千葉大学医学部呼吸器内科)
(千葉大学真菌医学研究セ ンタ ー . 其箇感染分野)
研究成果
肺はAQergiIZusP2 m
'
gz7tH Sの 最初の 侵入門戸で あり. 内
部は換気により常に通気性が良好な状腰に保たれた環境
であると考えられる . そ こ で通気性が良好な環境下で作
成したA･jh 如Lu sの培養上清 の生物活性に つ い て 検討
した . 培養上帝を1時間曝露させ る ことにより, 好中味
は生存して い るもの の ス ー パ ー オ キサイ ド産生能, 達走
能は抑制された . ガ ス ク ロ マ トグラ フ ィ ー に て培養上清
中にその存在が確罷されたグリオーキ シ ン に つ い て, 同
様に活性を検討したところ, 類似 の活性をグリオトキシ
ンが有 して い る ことが確散され た. またA･ .fL migz7触 感
染 マ ウ ス の モ デ ルを作製 し, その生存率に及ぼす培養上
清の影響を確罷したところ , 培養上清投与により感染の
促進 (生存率の低下) が戟察された. しかしグ T) オトキ
シ ン単独で は感染の促進は見られなか っ た .
研究課題
'
02 - 05
ブラジ ル土壌中の病原其菌及びカ ビ毒生産菌の 生態学的研究
緬 江 義 一 (千葉県立中央博物館)
富 治 蔵 (千葉大学其薗医学研究セ ンタ ー , 其菌感染分野)
福 島 和 貴 (千葉大学真菌医学研究セ ンタ ー , 真蘭資源開発分野)
研究成果
平成14年度の プ ラジ)I,調査は平成 14年11月 - 12月
にかけて ブ ラジ ル の マ ッ トグ ロ ツ ソ州, ア マ ゾ ナ ス 州,
ロ ライ マ 州, パ ラ州の 熱帯雨林地帯と. 比戟 の ため リ
オ ･ グ ラ ン ド ･ ノ ル テ 州の乾燥地帯の土凍987試料に つ
い て カビ寄生産性や ヒトに対して日和見感染症の報告さ
れてい る菌類の分離をレ シ フ ェ 市の カ トリ ッ ク大学環境
科学研究所で行な っ た. その結果J4.fq やu3は供試試料の
33% にあた る323読札 A･j&m l&Eu sは 31% に あ たる309
読札 A･ n coe嘩Eic u∫は 10 % にあた る 96読札 A. m
'
gw は
40% にあ た る386読札 A. t w e usは 36% に あ た る359
試札 E m c riEe(1a sp p. は 2% にあた る15試 札 Ne os a ,Loワn
spp･ は 12% にあた る 120試料から分離された . こ れ ら高
頻度で分離された菌類は食品衛生学的に重要なカビ毒の
生産菌であり, ヒトの ア ス ペ ル ギル ス 症原因育として も
重要な菌類であ っ た. また , 昨年度の 調査結果同税 ア
マ ゾ ン河流域の 熱帯雨林からはEm m'EClbspp･ の 分離は
極め て少なく, 土壌菌 にも植物などと同様 に環境によ っ
て分布が異なる ことが知られた .
昨年度の 調査で分離した新種と思われるNe o∫wtmya2
種に つ い て アク レ州ク ル ゼイ ロ ･ ド ･ ス ル の 熱帯雨林
中の 草地土塊から分離した菌 に つ い て は子 のう胞子の
赤道面帯状隆起が小歯状 に切れ込みがある ことを特散と
して Ncosa rLo7yG Z
-
ndoiiと命名 し, ア マ ゾ ナ ス 州 の マ ナウ
ス 北方100 knの Rio Urubu 熱帯雨林土壌から分離 した
NeoswlwyG に つ い て は子のう胞子の赤道面帯状隆起を2
対4枚形成し, レ ン ズ面が小しわ状になる事を特徴とし
て NeoJ WLvワLZ加 r utGCと命名 し, それぞれ新種として 投
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稿した.
今回 の調査で パ ラ州サ ン タ - レ ン の 熱帯蘭林の 中の
コ ー ヒ ー 畑 で黄色の カ ビによる コ ー ヒ ー 豆の 自然汚染を
発見した . レ シ フ ェ 市 で の 分維の緒見 ノ申叩i)[us o'hro-
Ee Wが分離され, A･ nigerも認められた . こ れ ら の 菌類か
らは o chato n nの 生産性が報告され て い る. 現在, 世界
各地の コ ー ヒ ー か ら o chr ato Ein が検出され. 一 般 の ヒト
の血液中からも広く検出され, 腎障害や腎炎の原因とな
ると考えられて い る . こ れまで コ ー ヒ ー 豆 の Jg. OCbr ucc us
による o chrato xin 汚染は知られ て い たが, コ ー ヒ ー 栽培
の どの過程で汚典が起 こ るか に つ い て は明確でなか っ
た. 今回の 自然汚染の 発見とJ4. ocb71t2Ce uSが土壌中より分
粧されな い こ とにより. J4. ocbra Eeu Sの 汚染は潮場で汚染
された豆から収穫されず廊場に残された . 過熱した コ ー
ヒ ー 豆 ヘ と汚染が広がると患われる. こ の 発見はわが国
に輸入されて い る コ ー ヒ - からも普通に ochr ato xin が検
出されて い る事実からも極めて重要な発見であ っ た.
研究発表
原著漁文
1)Ko m aiS,Hoso eT, No 乞a W aK, Okada K, Ca mpo sJI 拙
GM,Pbkushin aち M軸iM, Horie Y,Ka w ai K Anti-
fungala ctivity ofpyr a n o n e a rld 血ra rlO n ed riv ativ e,is o-
hted fro m 仰 Sp･ IF M 51759, 且酔in stA wgill2Z∫
bmigdfu sI Myc oto n n s53:ll-18,2003･
2)Horie Y, AblizP,Fhku shim aK, O kada K, 池 kiG M C:
Tw o ne w spe.
cics ofNe osu 叫′q from Am 氾 O nia n s oil,
Bra姐 I Myco s cienc e(日本蘭学会) (投稿中)･
学会発表
I) 細江義 - , Paride Ab比 布島和泉 オカ ダ ･ カ オ ル ,
TTikakiG M C:熱帯ブ ラ ジル 土壌中の 卿 とそ
の テ レ オ モ ル 7 の分布. 日本菌学会第46囲大会,
2002.5. 19, 信州大学農学部 (伊那市).
2) 頼 江 義 一 , 福 島和 貴, Paride Ab血, Kao ruO h da,
TakakiG M C: ブラジ ル土壌中の マイ コ トキシ ン生産
菌の分布. 第 53回マ イ コ トキシ ン研究会学術終演
会, 2002.8. 2, さい たま新都心合同庁舎 (さ い たま
市).
3)樋江義 一 . Pa ridc Abli7;, 西村和子. 宮治 誠, 棉
島和貴, 季 若‡乱 TakakiG M C. Ka o rt10 h 血: ア
ス ペ ル ギ ル ス症原因菌E m m
.
ce[bspp. 及び AQcrBi11u s
w re wの 土壌中の 分布に つ い て , 第46同日本医其
菌学会能会, 2002. 9. 28. 大手町サ ンケイプ ラザ (莱
京都).
4)堀江義 一 :ノ申ed7u∫と ヒトとの 関わり. 策27回東
海医其菌懇街会, 2003. 3-15, ホ テ ル キ ヤ ス ル プ ラ
ザ (名古屋市).
5) 掘江義 一 , Paride A bliB. 碍島和貴. Ka o ru01巴da,
¶血血 G M C:ブラジル における コ ー ヒ ー を汚染する
仰 血 Ee Wとその 他 のオク ラトキシ ン生産常
に つ い て . 日本蘭学会第4 7回大会. 2003. 6. 1, 北
海道大学学術交流会館 (札幌市).
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研究課題
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菌類 の 産生する生理活性物質の研究
河 合 賢 一
野 沢 幸 平
細 江 智 夫
福 島 和 貴
官 治 ■誠
(星薬科大学)
(星薬科大学)
(星薬科大学)
(千葉大学其薗医学研究セ ンタ ー . 其菌資源開発分野)
(千葉大学其蘭医学研究セ ン タ ー , 其薗感染分野)
研究成果
肺 ア ス ペ ル ギ ル ス 症等 の 原因蘭で ある 脚 jh-
桝igzdusに対 し て 特異的 に抗兵営活性を示す物質の ス ク
リ ー ニ ン グを行 っ たとこ ろ. ブ ラジ ル 土壌分離菌JIQer-
#7zzs8P.IF M 51759 か ら抗真菌物質として数種の ピラ ノ
ン および フ ラ ノ ン誘導体を単離した.
研究発表
原著散文
1) Ko血 aiS, Ho s o eT, No乞a W aK, O h da K,de Ca mpos
TikakiG M,Fuku shim aKMiyajiM,Horie Y,Ka w aiK:
Antifungala ctivity ofpyr an o n e and fura n o n ed riv ativ e s,
is olatedfro 皿 AQe rgi)Iy s sp･ IF M 51759, again stAsper
-
gi[7usjhm ,
-
gu w ･ Myc oto xin s53(1):ll-18,20031
研究課題
'
02 - 07
絶対寄生菌類 における生活史の 分化と
個体群 の遺伝的構造の解析
今 津 道 夫 (備州大学農学部)
福 島 和 貴 (千葉大学其蘭医学研究セ ンタ ー , 其首資源開発分野)
研究成果
絶対寄生性を有する植物寄生菌類の さび病菌 に つ い
て
,
ア ス ナ ロ ･ タ ロ ペ 類天狗巣病菌B hs劫QO n betyhe と
7. ウ ヒ属 . ツ ガ属植物に寄生するC bysomyM 属菌を用 い
て 1) ボソ ー ム D N Aを指療と し て個体群や種の遺伝的変
異を明らか にし, そ の寄生性や生活史の分化との関連に
つ い て 考察を行 っ た.
アス ナ ロ ･ タ ロ ペ 類天狗巣病菌では , 同種寄生性また
は異種寄生性が示唆され る各発生地から多数の病原菌個
体をサ ンプ T) ン グ して rD N A I TS領域の シ ー ク エ ンス 解
析を行 っ た. その結果, 個体群の遺伝的変異の大きさは
その個体群が送 っ て い る生活史により異な っ て おり, 異
種寄生塾生括史が送 っ て い る個体群は同種寄生塾生括史
が送 っ て い る個体群と比較して明らかに大きな遺伝的変
異を有して い る こ とが明らかとな っ た. こ の ことは異種
寄生塾生括史で はテ レオモ ル 7 である冬胞子世代を経る
の に対して , 同種寄生塾生清史は精子 ･ さ び胞子世代の
み の無性世代が繰り返されるこ とによるもの と考えられ
た . また, 精子 ･ さび胞子世代宿主であるア ス ナ ロ ･ ク
ロ ペ 類 の 雁病部の解剖学的戟寮から. 本菌 の精子世代は
単相1核でさび胞子世代は玉柏2核の状態で あ っ たが.
宿主組織内の 菌糸体は墓相2核の 状態である ことが明ら
か になり, 従来知られて い るさび菌類の 椅子 ･ さび胞子
世代宿主での 核相とは明らか に異な っ た . こ れ は本菌が
異種寄生型と同種寄生型の 2 つ の生活史をともに有して
い る こ とを強く示唆する もの と考えられる .
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トウti属 , ツ ガ属植物に寄生する C AT M 7ZyX O属菌で
は , 横内リ ボ ソ ー ム D N A大サ ブ ユ ニ ッ ト の D l/ D 2領
域 に つ い て 分子系統解析を行 っ た その結 果, トウ ヒ
属をさび胞子世代宿主と しシ ヤ クナ ゲ類を夏胞子 ･ 冬
胞子世代宿主とする 異種寄生種の C bヮJ O myX a Su [Ein euと
ト ウ ヒ属を冬胞子世代宿主とする同種寄生嘩の C, GbicEis
は 一 つ の ク ラ ス タ ー を形成 した の に対 して , ツ ガ属を
冬胞子世代宿主とする同種寄生種の C･ Lsuga eと C･ 血ugu-
ya m G n C n Sisはト ウ ヒ属を宿主とする Ch7ySO myX G属蘭とは
異なる別の ク ラス タ ー を形成 した . さらに マ ツ属を宿主
とする異種寄生種の CrQn W 血 m 属菌およぴ同種寄生種の
Endocro n wtiu n属菌は トウ ヒ 属を宿主とする CB,ys o myM
属菌と姉妹群を形成し, 系統 的に近い ことが示された.
こ れ まで に生精確が明らか にされて い る Cbヮso myM 属
菌 のうち異種寄生種で はす べ てが トウ ヒ属をさび胞子
世代宿主とすることが知られ一 同種寄生種も.c. iyugqeと
a, iiugq cサ u 〝W a n e nSisを の ぞい て い ずれもトウヒ属を冬胞
子世代宿主とする ことが報告されて い る . したが っ で.
cBvJO myX a属はその 宿主関係によ っ て 2 つ の 異なる系統
群を含んで い る ことが本研究の結果からも示唆され. 宿
主関係が C b'ysomyx a属菌 の系統関係によく反映して い る
ことが明らかとな っ た .
研究発表
原著漁文
1)Ho shika w aK,Im a2iuM, Ftlku shirn aK=P hyloge n etic
analysis oftw o mic rocyclic C bryso ui3X a r u sts O n7?ugu
spp･inJapan. Fo restRes e arch 16:136-145,2003･
研究課題
'
02 - 08
病原性酵母 Tricho spo r o n a∫ biiの 微細構造
杉 田 隆 (明治薬科大学微生物学数量)
竹 尾 漠 治 (千葉大学其薗医学研究セ ンタ ー , 模能形態分野)
山 口 正 視 (千葉大学其菌医学研究セ ンタ ー . 機能形腰分野)
研究成果
深在性トリ コ ス ボロ ン症は予後不良の 日和見其菌感染
症で あり, そ の主要起因菌は . 77i 血中07 - aSabiiである .
こ れまで の 共同利用研究から息者由来株を急速凍結置
換同定法により延滞切片を作製 し電子顕微鏡 により観察
したところ, ス ライム 様の構造が認められた . こ の こと
から, 本菌は バイオフ ィ ル ム を形成すると考え, i12 m
'
iro
で の形成を試みた. ポl) ス チ レ ン製 マイク ロ タイ タ ー
プ レ ー ト上 で本菌株を増車 した ところ . 4S時間で バイ
オ フ イ )I/ム の 形成が薮徴鏡下で観察された, 次 にX T T-
r ed血 o n as野 を用い てその 形成率を定量的に郷定する
系を確立した.
バ イオ フ ィ ル ム は. 抗蘭薬に対する耐性が浮遊細胞に
比 べ て著しく-上昇することの みならず生体の 感染防御機
構の 抑制を伴うため, 感染症治療を困掛 こし て い る. そ
こで バイ オ フ イ )t'ム 形成 阻書薬の 探索を試み た, Ca n-
did,z バ イオ 7■ィ ル ム に対する阻害薬 は い く つ か見 い出し
たが, 7 Tl
-
cbo申ro nに粁 して 阻害作用を有する薬剤は現在
の ところ見 い出してな い . 今後は. 網羅的に バイオ 7 イ
)t' ム 阻書黄を探索し, その 阻害過程を電子顕微鏡により
観察する予定で ある.
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研究課魔
'
02 - 09
ca ndidafa m ata等の テ レオ モ ル フ属 の細胞生物学的研究
鈴 木 基 文
山 口 正 視
大 桶 美佐子
竹 尾 漠 拍
(理化学研究所微生物分類量)
(千葉大学真菌医学研究セ ンタ ー . 嘩能形態分野)
(千葉大学其菌医学研究セ ンタ ー , 機能形態分野)
(千葉大学其菌医学研究セ ンタ ー , 機能形態分野)
研究成果
D cbaヮo myces贋 の特徴とされる表面に突起の ある子の
う胞子を高額慶に形成する酵母を八重桜の 木くずか ら
分離した. こ の酵母は DcbaTO myEeS V q n rtjia cと同定され.
その子 のう胞子の大きさが比戟的大きく, 球形 の子 のう
研究課題
'
02 - 10
胞子の 表面に規則正し い央起構造をも つ こ とを走査電子
顕微鏡によ っ て観察するこ とができた. こ の酵母の子の
う胞子はその表面構造の分子レ ベ ル で の解析に遺して い
ると考えられる .
脱窒真菌ミ ト コ ン ドリ ア の 形態と機能
祥 雲 弘 文
高 谷 直 樹
竹 尾 漠 治
山 口 正 視
(東京大学農学生命科学研究科)
(筑波大学応用生物化学系)
(千葉大学其菌医学研究セ ンタ ー . 機能形態分野)
(千葉大学兵菌医学研究セ ンタ ー , 機能形態分野)
研究成果
土壌 に棲息する 一 般的な其菌は従 見 好気的生物と
考えられて い た. しかるに十数年前, 祥雲らに よりFu-
sa rim ovQw u mその他 のカ ビに脱窒能が見出され. ミ ト
コ ン ドリ ア における嫌気呼吸機能の証明がなされた . そ
の後本研究 グル ー プ に より. 更な る嫌気的 エ ネル ギ ー 代
謝 で ある ア ン モ ニ ア発酵が多くの カ ビに発見された. こ
れら の成果 により, 多くの 土壌其菌はさまざまな通気条
件に適応できる通性嫌気性蘭である ことが明らかとな っ
た.
ア ン モ こ ア 発酵 は最初E o 卿 r u mで尭見され たが ,
脱窒の至適条件よりもさら に嫌気的な条件で 昏導される
エ ネ)I, ギ 一 代射 で ある. E o野 中 ru mな ど の カ ビは, ユ
タ ノ ー )t'な どの電子供与体を酢酸 に酸化する こと により
嫌気的にA rPを合成する こ とができる. そ の 際生じる
余剰電子は硝酸塩に捨てられ , ア ン モ ニ アを生じる, す
なわちア ン モ ニ ア発酵で は有機基質の酢酸 ヘ の酸化と硝
酸塩の ア ン モ ニ ア へ の還元が共役し. その過程で発酵的
にA TPを生産する (基質レ ベ ル の l) ン酸化). エ タ ノ ー
ル から酢酸 へ の酸化と, 硝酸塩からア ン モ ニ ア ヘ の還元
に関わる酵素系は. おもに酵素活性の面から示されて い
た.
本年度はゲ ノ ム 解析の 尭了した4クe7giIIu s nid da n sにお
ける ア ン モ ニ ア発酵に つ い て , 遺伝子欠規変異株を用
い た解明を試み , 以下 の 成果を得た . (1) 硝酸塩の ア ン
モ ニ ア へ の潰元 には , 同化型硝酸塩, お よび亜硝酸塩還
元酵素として 知られ る 21iaD お よび ni u遺伝子産物が 関
与する ;(2) A T P生産に は E o野中o ru m と は異なり, ア
セ チ ル CoA合成酵素が関わ るが , 嫌気条件で は逆反応
(ATP 生産) を優先させ る ために特定の リ ジ ン残基をア
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セ チ ル 化する調節棟構をも つ . また ア ンモ ニ ア発酵の成
育条件 で は E o 卵 o ru2 nと同様 に. 中身の 希薄なミ ト コ
ン ドリ アが増えて い た.
こ れら成果は , 同化型硝酸塩還元系が異化的に使われ
る ことを遺伝子の 面から証明したはじめて の例である .
研究発表
原著論文
1)Takas aki R,Sho u nH, Ya m agu chi M, Tikeo K, Naka-
n tlraA,Hoshin oT,Thkaya N:Fungd am J n Orム 血 皿 由 一
tatio n - A novel 皿 etabolic m echa nis 血 thatc o uple sthe
dissi mihto ry a nd asimilatorypathw ays of both nitra te
and ethanol - Role ofa ceサ1 Co且 synthetasein a n a er o-
bicA T Psynthe8is･J･ Biol･ Che 皿･ 279,2004,inprcss･
研究課毘
'
02 - ll
多塑性酵母 の形態と生態 に関する研究
- 黒色酵母とア ン プロ シ ア菌に つ い て -
畑 邦 彦 (鹿児島大学農学部)
大 桶 美佐子 (千葉大学真菌医学研究セ ンタ
ー
. 機能形態分野)
竹 尾 漠 治 (千葉大学其菌医学研究セ ンタ ー . 機能形態分野)
研究成果
異常類の多型性の意義を探るため. 二 塑性某菌の 培養
形態の観察を行 っ た . 前年度に行 っ たキクイム シ の 共生
菌Rqa eIIcagu e rEiw ru及 び Hw m o m c w sp･ を対象 とした観
察で は, 前者は基本的には菌糸だ っ たが液体培地では酵
母も出現し, 後者は基本的に酵母だ っ たが寒天培地で は
菌糸も出現した. 本年度は マ ツ枯死葉より分離した黒色
酵母AureobLZSi dl
'
u m sp. と キクイム シ坑道より分離した黒
色其菌R bEn ocZadz
L
eIIa sp. マ ツ 枯死材由来の 青変菌 02bios-
ip27 W m Z
'
n 肘 を用 いた.
そ の賭泉 R bin ocIGdi
'
ello sp. は 専ら菌糸として 生育し.
酵母は出現しなか っ たが, 培地によ っ て は 蜘 胞の塊状
栄養価が出現 した , J4u rcobD Sid,
l
zl m SP. は基本的には菌糸
と して生育したが . 一 部液体培地で は酵母も出現した .
申biQSLo m n min usも基本的に は菌糸と して 生育 したが,
酵母も比較的容易に出現 し, 特に液体培地で はむしろ酵
母が優勢であ っ た ,
半子 の う菌綱に属する Hw m oG SC W SP. が基本的に辞母
である の に付 し, 其正子の う青銅で ある他4種は基本的
には菌糸で生育した. また . 近縁種である 0. min u sとR ,
gye n l
'
m , yは液体培地で此戟的容易に辞母形態とな っ た
が. こ れらと類縁関係の遠い LgW eObasぬ m sp･ で は酵母
は比較的出現しにくく , RJ5in oEZD ゐ ua sp. で は出現 しな
か っ た. こ の ように, 酵母形態の出現しやすさは分類群
と関係ある ことが堆測された. - 方, 二 塑性が菌の 生態
と関わりを持 っ て い る可能性もある . 例えば, 甲虫類と
相利共生関係にある Ho r m oa sc w sp･ . 且 gue rciw ra, 0･ min u s
は酵母も菌糸も比戟的出現 しやすく, こ の 二塑性が甲虫
との共進化の 過程で獲得された可能性も考えられるかも
しれな い .
研究発表
原著駄文
1)畑 邦彦, 大橋美佐子. 竹尾漠治 . 曽根晃 一 : 養菌
性キクイム シ坑道由来の其菌類R餅 eleL7g〟e,Ti- D及
び Hor m oo sca u sp. の 液体培地及び寒天培地上に おけ
る 二塾胤 九州森林研免 2004, impress,
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研究課題
'
021 12
真菌類培養の炭素源, 酵素生産, 細胞形態な らびに
微細構造に関する研究
藤 井 貴 明 (千葉大学園芸学部)
竹 尾 湊 拍 (千葉大学異常医学研究セ ンタ ー , 機能形態分野)
山 口 正 視 (千葉大学真菌医学研究セ ンタ ー , 尉官形態分野)
大 桶 美佐子 (千葉大学其菌医学研究セ ンタ ー , 機能形腰分野)
研究成果
共同研究で 諸性質を明らか に して きた Rusl
'
diu2 n属 の
B X-Ⅰ殊 に つ い て , 特異な酵素の生産棟式及び細胞 の酵
母状･ 一 糸状 の 形態変化の機構 における細胞癌遺 ･ 化学
組成ならび にそれ ら の合成タ ン パ ク質に つ い て検討し
た
. ま た, a#toEOC[uS属酵母 の 研究も行 っ た . そ の 結
果. a. ncofo, m D nSに つ い て 以下の 成果を挙げるこ とが出
来た . 本菌をY N】】培地で培養し, 同 一 の 株から厚カ プ
セル変異株と薄カプセ ル変異株を取り出した . 分離した
厚カ プセ ル株と薄カブセ)I,殊 は継代培養に射 し比軟的安
定で あ っ た. 厚 ･ 薄 カプ セ ル株と厚カプ セ ル株を ペ ア に
して YNB液体培地で培養 し. 菌体に付着して い る カ プ
セ ル物質と培養液中の カプ セ ル物質を定量した . カプセ
ル の 厚 い変異株で も薄 い 変異株でも, 菌体付着と培善液
中の 鎗皇はあまり変わらなか っ た. こ の ことは カ プ セ ル
サイズ変異が自然にかなりの頻度で起こ っ て い る良い 配
明になると考えられ た. ま た プラジ)I,の 患者分離の C.
n eqorma nsの 核楓 血清塑, 交配塑を詳細に調 べ . 下記
の論文発表と学会発表を行 っ た.
研究発表
原著論文
1)O h knstlM, Ta ngo n a nN,Tikeo K, Kishida E, O h kn bo
M, AokiS, N 血 r aK,Fu3iiT,Siqu eiraI C D E, M a ciel
E A P
,
Sakabe S
,
Alm eida G M D
,
HeizIS - Va c c a riE M
,
La c azC daS;Ser otype,rn血zlgtype andploidyofq汐-
如 occ 〟s n e ofo r mLZ n S Strain sfr o mpatientsin Br ad . Re -
vistado h丘titl,t Ode Medidn aTropicd deS. Pmlo44(6):
299-302,2002.
学会発表
1) 岸田恵理子, 大楯美佐子 , 青田砕 - . Farhs F, 藤
井貴明, 竹尾漠治: cり少加 ocE 脚 n eOjbr m G n Sの Y N B培
. 地にお ける生育状況とカ プ セ ル 生成に つ い て . 節
46回日本医真菌学会総会. 真菌誌43(増刊2号):
99,2002.
2)大久保昌美 , 大橋美佐子, Tango n anN, 岸田恵理子,
青木茂治. 仲村健二 駄 藤井貴明. 竹尾集姶: ブラ
ジ ル で患者より分散されたCbPlococc w n coPr m qlZ∫の
血清型, 交配塾, 核相. 第46回日本医其菌学会冶
金 . 其薗誌43(増刊2号):99,2002.
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研究課題
'
02- 1 3
ポリ エ ン抗生物質の ス テ ロ ー ル複合体によ る副作用軽減の研究
百 瀬 弥寿徳 (東邦大学燕学部)
宇 野 潤 (千葉大学其菌医学研究セ ン タ ー , 高分子括性分野)
三 上 裏 (千葉大学其菌医学研究セ ンタ ー , 高分子活性分野)
研究成果 ･
昨年ま で にボ T) エ ン抗生物質 (a mphote ricin Bな ど)
とス テ ロ ー ル (cho reste rolな ど) の 複合体 に つ い て i2Z
vitr oお よ びin viw 抗菌 (静菌, 殺菌)作用や毒性 (浄血
腎臓 ･ 肝臓機能に与える影響など) を測定 して, 抗菌力
の増強と毒性の聴減を観察した ･ そ の結果, a.r nphoteri-
cin Bを複合体にする ことにより毒性の摩滅は5分の 1
以下となり, 抗菌力は遊離の状腰 (fungi乞O n e) に此 ベ て
in m
'
troで静薗 ･ 殺菌作用とも4倍程度に増強された, Zn
tn
l
w 抗菌力にお い て は両者の 静菌効果に大きな違 い はな
いが. 殺菌効果において複合体は速離の状態より2分の
1穫弱い ことが観察された.
今年度はこ の理由を解明することを目的として , 薬剤
の体内動態を検討した . 方法は, マ ウス を薬剤投与後経
時的に屠殺し, 血液 ･ 臓器を採取しホモ ジナイザ - で粉
砕 した . こ れらか ら溶剤にて 薬剤を抽出し. 高速液体ク
ロ マ トグラ フ ィ ー に て薬剤の 定量分析した. その清泉
進離の amphotericinB は少な い 畳であるが24時間ほど の
長時間血中に存在減少するが. 複合体は投与直後1時間
程血中に多量に存在するが速やか に減衰した . 膿寮内分
布は. 遊離の a mphotericin B や血ngiz o n eが腎臓に蓄積す
るの に対して , 複合体は肝臓 ヘ の蓄硬が大であ っ た .
以上の 結県 連耗の a mphotericin B や fungi乞O n eは血管
の 組織や血球に吸着し易く, 最終的に腎臓で捕捉される
と考えられた. 一 九 複合体はス テ ロ - Jレが ポリ エ ン の
作用部位を覆うため拡散性が良く, 血球や血管親俄に吸
着される ことなく血中で顕著に観察されるが , 脂質系は
肝臓 へ の 移行性が高 い ため結合して い る ポリ エ ンも肝臓
で 捕我されると考えられた･ 従 っ て , 遊離の a mphoteri-
dn B やfungi乞One は特異的に腎臓内蘭を特異的に殺菌す
るが腎毒性も強く現れる. 一 九 複合体は, 腎毒性が軽
減されるが. 肝臓で徐々 に雅雄され肝臓内菌を排除する
と共に肝臓毒性も強くなると考えられた .
研究課題
'
02 - 14
臨床材料より分離された放線菌の分類と
そ の代謝産物 に関する研究
原 田 健 一 (名城大学薬学部)
三 上 嚢 (千葉大学真南医学研究セ ンタ ー , 高分子活性分野)
矢 沢 勝 清 (千葉大学真薗医学研究セ ンタ - . 高分子活性分野)
研究成果
1)病原性放線菌IF M O703株 は, 16SrR N Aの 塩基配
列およぴ メ ナキ ノ ン の分析に よりA my{ oZGtOPs WSP. で
あ る ことが 判明し, そ の 培養抽出液は CoTn Cba c(c-
･7
I
H m X Cr OSis に対し抗菌活性を示すと同時に細胞毒性
も示 した. 培養抽出液か ら単放された
,
ス テ ロ イド
骨格を有する化合物 arnycolabile add-1は 1,4 -diefl-3-
o n eの 構造をもつ 胆汁酸であり1', a myc olabile acid-2
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は その 1, 2位 の 二 重結合 が遭元され た ジ ヒ ド ロ
体 で あ る こ とが判明 した. A 叩 01abile a cid-1 はC
x e ro∫is に対しわずかながら活性を有 して いたが . 培
着園抽出液中には他の生理活性を有する化合物が存
在すると考えられる. H P L C分析お よぴL C/ M S分
析に よりその 由来を検討した緒果. IF M O703株は
培地中に含まれる chohc a cid, glyc o cholic a cid およぴ
ta u ro chohc a cidを菌体内に取り込み , 酵素により加
水分解および酸化を行い , a myc ohbile add-1 お よび
-2 と して培養液中に放出して い る ことが明らかと
な っ た , こ の現象は 鮎idic acidの不活化などの薬物
代謝機構と類似 して い るため, 梼原因子の解明 へ の
手がかり になる可能性が示唆され た.
､
o H
､
o H
Anyc oh bae 且Cid-1 Amyc oh bile add-2
Fig. 1 AmycoEabile a cid-1 およぴ ･2 の境遇
2) Noc wdiq2Seudobra si]z
'
ensisIF M O757の 菌 体 の MeO Ii
抽出液か ら単離した n o c ardiathia 2,01e-1 は. 5個 の チ
アゾ - )t'環とピl) ジン 環を有する環状 ペ プチ ドイヒ合
物である ことが判明し. ス ペ ク7Jt,デ ー タ の 詳細な
検討の 結果, 本化合物はL-thre o ni eお よ びL-vdin e
が cystein eと縮合L て チ ア ゾ
- )I,環を有する構造単
位が認め られた. ま た. ア セ チ )I,化 により 一 飯ま
たは 二級水酸基を2個有 して い る こ とが確覆された
が, 全体構造の解明には い た っ て いな い . 一 方, 拷
養抽出液か らは n o c a fdicych Aを単離 した .
No c a rdia血ia2:01e 11 は, グ ラ ム 陽性菌で抗酸性で あ
る Gw do nia bro n EbiG(a
,
CoTyn Cbactm
'
u m ” - ∫i3
,
Mycoba c
-
te,iu m ∫m egm aisに対 し, 非常に強 い活性を示すこと
が明らか となり, 最小 阻止浪度は0.01LLg/m L以下
の 濃度であ っ た . 放線菌が産生しチア ゾ - ル 環を含
むチオ ペ プチ ド類は , 一 般的に Mycobac血n
'
u m属を含
むグラ ム 陽性菌全般に活性を有して い るが. 本化合
物の 場合 は グラ ム 陽性菌の 中で もMycobad m
'
u m属
を含む抗酸常にの み非常に強 い 活性を示して い る点
が特徴的で ある, また , n o c ardicyclin A の グ ラ ム 陽
性常に対す る黄小阻止濃度は, 0.78- 12.5 FLdm L
の濃度で あり, 同化合物とも M･ s m egm atz
l
∫に射 し活
性を有して い た. しか しながら, グ ラ ム 陰性菌お
よぴ其菌に対して は活性を示さなか っ た . 病原性微
生物の産生する代謝産物に関して は. 抗酸菌である
病庶性 Noc wdz'a 属から単雄された生理活性化合物の
多くが抗酸菌で ある Mytobn elm
'
u m属 に活性を有して
い る ことが知られて い る. したが っ て . 以上 の結果
は. Noco rdia属 の 産生する生理活性化合物の MyobLZC-
虎γfu2n 属 に対する作用機構の解明に寄与するも
ヽ勺
一 一≠
E3C
､ ､§
′≠ 'dJ C鞄
No c a rdicyclin A
研究発表
学会発表
1)原田健 一 , 向井 啓. 三上 嚢:柄原性放線菌 No-
c a rdiLZPsc 〟血bra siZt
'
e n5か(IF M 075) が 産生する生理
活性物質に関する研究. 日本薬学会第123年会 (長
崎), 2003.
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研究課題
'
02 1 15
人獣共通真菌症の 分子疫学的研究
猪 股 智 夫 (麻布大学獣医学部獣医学科)
官 給 誠 (千葉大学兵衛医学研究セ ン タ ー . 其菌感染分野)
研究成果
人獣共通真菌症として ヒ ス トプ ラ ス マ 症を分子疫学
的に研究した . ヒ ストプラス マ 症は世界的に分布し. 荏
莱. 我が国で は翰入兵衛症 として 取り扱われて きた .
2003年 3月現屯 本邦で は ヒト38軌 イヌ 4例, ウ マ
1例. ラ ッ コ 1例が報告されて い る . 以軌 日本で の
感染例は無 い と思わ れて い たが, 数例 の ヒ ト症 軌 イ
ヌおよびウ マ 症例は渡航歴や輸入歴が無い こ とから, 国
内感染であると推測されて い る ･ 虜囚菌には Hi･s呼[a s m u
呼s uZafu m - ･ 呼SulGtu m(Hcc), v a t. duboisz
l鳩 よ ぴ H. βr-
EZ
'
2nin osum (H f) があり. それぞれ の感茎削まカブス ラ ー ツ
ム , ズ ボ ア ジ, フ ァ ル シ ミ ノ ー ズ ム 塾 ヒ ス トプラ ス マ
症 に分類されて い る. 中 でも フ ァ ル シ ミ ノ ー ズム 型はウ
マ , ロ バ等の 頭部や脚の T) ン パ管やリン パ節を特異的に
侵し, 四足欺から分離され たという事実によ っ て の み他
の 2菌種による ヒ ス トプ ラ ス マ 症と区別されて きた. 磨
史 剛こ我が国でも江戸時代からフ ァ ル シミノ ー ズ ム型が
｢ウ マ の カサ+ として知られており. ｢倣性皮症+ として
も軍馬を中心に2万頭以上 に確認されて い る . 興味ある
ことに本邦の 渡航歴の 無 い ヒ ト症例は皮庸症状を示し,
皮膚やリ ン パ管を侵すウ マ の ｢収性皮症+ と類似 した症
状 で 汀S領域の 遺伝子解析で はHc cと H rを含む広域ク
ラ ス タ ー に属して い た. また本邦の イヌ 症例も潰藤と肉
芽腫性病巣を伴 っ た皮膚病変で ｢供性皮症+ と類似した
症状を示し, 病理組織から抽出されたIT S額域の 遺伝子
解析からヒ ス トプラ ス マ 症と診断された . I TS領域の遺
伝子解析ではHccとHfを画然と区別で きず. 両面種の
分類学的研究は更に検針が必要であるが . 現時点で はイ
ヌ の ヒ ストプラ ス マ 症は フ ァ ル シ ミ ノ ー ズ ム型 の異宿主
寄生と考えられる.
研究発表
解耽
1) 佐野文子. 猪股智夫: 特集 ｢其菌症研究の最前線+
我が国で最も危険の 人獣共通其菌症:ヒ ス トプラ ス
マ癌. ア ニ テ ッ ク ス 5:20-25,2003.
学会発表
1)上田^千代, 佐野文子. 田村美丸 猪股智見 地EF
輝男. 木内昭男, 鴬巣月美 , 亀井寛象 横山排*.
岸フ ク子, 伊藤純子. 三上 免 官治 誠, 西村
和子 :イ ヌ の ヒ ス トプラ ス マ 症の 遺伝子診帆 日本
獣医臨凍病理学会2002年大会 (東 軌 抄録集p･51,
2002.
千葉大学 其菌医学研究セ ン タ ー 報告 第 7巻 2003 65
研究課題
'
02 - 16
ミ トコ ン ドリ ア毒性を示す其菌代謝産物の
作用機序に関する研究
河 合 清 (中京女子大学)
福 島 和 貴 (千葉大学真薗医学研究セ ンタ ー . 其菌資源国発分野)
研究成果
ミトコ ン ドリ ア孝性を示す其菌代謝産物は多く知られ
て い るが . そ の作用機序の研究はほとんどがラ ッ ト肝ミ
ト コ ン ドリ ア を慣用 し得られたもの であ る . 美音類で は
細胞中の ミト コ ン ドリ ア分布は低く, 完全な機能を保有
した ミ トコ ン ドl)ア の開基は困難で ある . しか しミ ト コ
ン ドリ ア で の抗真薗作用を検討する には, まず ミト コ ン
ドT)ア の爾整が求められる .
研究課題
'
02 - 17
高 橋 治 男
久釆田 裕 子
浅 尾 務
陰 地 義 樹
田 端 節 子
和幸慶 朝 昭
一 戸 正 勝
* LF # *
本研究で は真菌pae Eilo myres[z
-
]aciw 〟∫の 代静産物である
pae ciloto 血 の ラ ッ ト肝ミト コ ン ドリ ア で の 作用点を明
らかに した. 其菌由来の ミ ト コ ン ドT) ア 調整に当た っ
て は
,
CLm dz
'
dp2G呼 ∫i]osl
'
sを選 び
,
細胞壁 の 溶解 酵素
Iytic as e, z ymolyas e, novo甲 m eに よ る sphcroplast化を検 札
IPc ase に比戟的良い結果を得た .･今後はさらに ミト コ ン
ドl)ア 調整の 簡便化 短時間化を目指した い . また本訴
豊に最適となる菌種も検討されねばならない .
真菌の生産物と産生菌の分子分類
一 耐熱性真菌の カ ピ毒産生と分子分類 -
(千葉県衛生研究所)
(大阪府公衆衛生研究所)
(大阪府公衆衛生研究所)
(奈良県衛生研究所)
(都立衛生研究所)
(都立衛生研究所)
(東京家政大)
(千葉大学其菌医学研究セ ン タ ー .
研究成果
其蘭セ ン タ ー で保存され て い る Neo3G rioワu属株 の 中
で . こ れま で同 一 種と同定されて いなが ら今回の 走査型
電顕による子のう胞子などの観察から. 形暦的に異なる
株が含まれて い る ことが明らかとなり, 今後の慎重な再
同定が必要と考えられた.
ま た, Ncoso rbワa属 の 11観 4亜種, 36株に つ い て ,
チト ク ロ ー ム b遺伝子の塩基配列を解析し. N D u ratu4
其菌資源開発分野)
林中, 2株 は, N styq mcnin と 一 致 したため , 再同定が必
要で. N･ 乎in o∫G5株と N botuc a細 ∫fs4株は
一 致 した こ と
から, こ の 2種は同種と考えて 良 い と思 わjl た.
また. Neo∫a rfo,ya属 12株に つ い て , rD N AのIT S領域
をタ ー ゲ ッ トと してheterodtlPIcx paJlela n alysis と塩基配
列を調 べ る こ とにより分子分類を試み た. Ne o∫wb ワa属
で もheter odnplex を形成を形或する こ とから, 同定や類
縁関係を検討する上で有効な手法である こと を示した .
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供試株は3群の ク ラ ス タ ー に分かれた.
Neo∫wLo,ya属 の v er ru c uloge n産生性を5 %ペ プトン添加
ツ･ア ツ ペ ク ブ ロ ス培地を用 い . 36℃. 12 - 19 日間培養
を行 い 検討した , そ の結 見 産生が見られた の は陽性
対照 の ノ申ergl
'
IILLSPmigz7iu s(Neosa rloTnf&Ebe ri の分生子世
代とみられる) のみ で , 供試の N. 加 和 也uhu c(7株), N .
申in osa(1株), N. g[GbrG(1株) の い ずれにも産生 は敢
められなか っ た.
一 九 EysJOCbla mys属を用 い たpatulin の 産生条件に つ
い て 検卸したと ころ , 増殖が括発でな い 15 - 20℃付近
の
. 比較的低温での 産生が顕著で あ っ た.
研究課題
'
02 - 1 8
真菌細胞等に見られる微細構造の
フリ ー ズ ･ エ ッ チ ン グ法による 3次元的解析
戎 野 棟 -
阿 部 朝 莫
竹 尾 湊 治
(東邦大学理学部化学科)
(国立佐倉病院内科)
(千葉大学其菌医学研究セ ンタ - , 機能形懲分野)
研究成果
細胞内に含まれる化学物質の 微細構造を理解する に
は
. まず純物質の構遭を理解するのが早道であるが . こ
れま で内部構造に つ い て は超薄切片法 により評細に調
べ られ て い る. ま た立体像 に つ い て は, 走査型電子顕
徴垂削こより調 べ られて い る が解像力の関係から微細な構
造に関する情報は少ない . フ リ ー ズ フ ラ クチ ャ法は詳細
は情報を与えるが調 べ られ て い るもの は 一 般 に生物資料
で , 椀物質に関する研究は. 細胞膜の構造 1)ビ ッ ドを除
けば少な い . 我々 は パ ル ミチ ン酸, パ ル ミ テ ン酸カ ル シ
ウ ム
. 炭酸*)レシ ウ ム . 1) ン酸カ ル シ ウ ム , Ⅰ 型及び皿
型ム チン. a 及びPハイ ドロ シ ル ア パ タイTL , ビリ ル ビ
ン
.
ビリ ル ビ ン か レシ ウ ム に つ い て フ リ ー ズ フ ラ ク チ ャ
法で疎水結合面を破壊して その 3次元構造を研究 した.
又微細な構造物の表面をフリ ー ズ ･ エ ッ チ ン グ法により
研究した . 様 々 な微細構造が明らかとな っ た.
研究誌塩
'
02- 1 9
Crntococcu s n eoform a n ∫微小管形成中心 の
細胞周期変化に関する研究
韓 属 官 也 (徳島大学医学部)
竹 尾 漠 治 (千葉大学真蘭医学研究セ ンタ ー , 機能形態分野)
大 桶 美佐子 (千葉大学異菌医学研究セ ン タ ー . 機能形態分野)
研究成果
担子菌酵母 Crn 伽 ocrusの 細胞周期制御機構は, 子の う
菌酵母sL2CCbG rO myM ∫の それとは異なる こ とが知られ て い
る. 微小管形成中心は , 微小管の 編成を支配しその機能
に必須な役割を果たす. 微小管は. 細胞骨格とし て核の
位置決め に必須であり. 分裂期には ス ピ ン ドル微小管と
して染色体の 分配に主要な役割を担 っ て い る . 本研究で
は
.
担子蘭酵母Cり少1o(oEC〟Jの 徴′ト管形成中心の細飽周期
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に依存した局在変化を , 微小管形成中心の 主要タ ン パ
ク賓 である ア ー チ ュ - プ リ ン に対する抗体と抗微小管抗
体を用 い た間接費光抗体法により . 観察する ことを試み
た.
今年度 の 共同研 究 によ り, 根尾 らが 分 裂酵母 γ -
チ ュ ー ブ リ ン に対 して作製したモ ノク ロ - ナ)i,抗体が ,
cり少加 ocr u5の γ - チ ュ
ー ブ リ ン を蕃散可能で ある ことが
明らか にな っ た, Cり少hEOCa LSの 微小管責軌乱 γ - チ ュ
ー
ブ リ ン の 局在性 の細胞周期 による変化が . 子 の う菌酵
母の それと大きく異なるこ とが明らか にな っ た, 細胞間
定の 方法を検討 し, 微小管形態の保存がも っ とも良 い 固
定条件を見 い 出したが, 現有 の細胞壁消化酵素で は細胞
壁の 洞化性が細胞周期依存的に変化する ことが明らかに
な っ た . 共同利用研究の継続により, 細胞壁消化の至適
条件を見 い 出すこ とにより, CTPEococcu sの 微小管, 微小
管形成中心の細胞周期変化を明らかにする こ とが可能で
あると考える.
研究課題
'
02 - 20
カ ン ジ ダ ･ ア ル ピカ ン ス の 活性酸素発生および
消去に関する細胞学的研究
青 木 茂 治
竹 尾 漠 治
山 口 正 視
久 和 彰 江
仲 村 健二郎
(日本歯科大学新帝歯学瓢)
(千葉大学其菌医学研究セ ンタ ー , 機能形態分野)
(千葉大学其蘭医学研究セ ン タ ー . 機能形態分野)
(日本歯科大学新潟歯学部)
(日本歯科大学新洛歯学部)
研究成果
好気的細胞 で は, 消費される酸素の 1-2 % はス ー パ ー
オ キ シ ドラジカ ル . 過酸化水素などの , い わゆる活性酸
素に変換する. 活性酸素の 発生は好中球などの食菌細胞
の宿主防御に働 い て い る 一 方で , そ の 細胞毒性が問題と
な っ て い る. 病原性兵曹の活性酸素産生 つ い て は, ほ と
ん ど研究されて い な い .
先 にわれわ れは, Ca ndid nlbica n sの 野生親株 と呼吸欠
損変異株 の細胞内ス ー パ ー オ キ シ ド産生剤パ ラ コ ー ト
に対する感受性を比戟し, 親株は感受性であるの に対 し
て 呼吸欠損株 は抵抗性を示すことを報告した(1). パ ラ
コ ー トに よる ス ー パ ー オ キ シ ドの産生は, カ ン ジグ細胞
の呼吸活性と関連して い る こ とが示された . そ こ で , カ
ン ジダ細胞が産生するス ー パ ー オキ シ ドを化学発光法で
定量する方法を開発し, 野生親株 で は ス ー パ ー オ キ シ ド
が盛んに産生されるの に対して , 呼吸欠現株で は産生が
弱 い こ とを確かめた.
こ れらの 成果を基 にして , カ ン ジ ダ細胞か ら活性酸
秦 (ス ー パ ー オ キ シ ド) が産生され る梯子を画像として
捉える ことを試みた. 野生親株と呼吸欠損林をサブ ロ ー
寒天培地で増殖させ , コ ロ ニ ー の 成長過程にお ける ス ー
パ ー オキ シ ド産生を化学発光試薬として . ウ ミ ホ タ )I, .
ル シ フ ェ リ ン類似体 M C L 丸を使 っ て 起高感度C C Dカ メ
ラを備えた微弱光画像解析装置で撮影 した. 方法と し
て, カ ン ジ グ の コ ロ ニ ー に M C L A液と パ ラ コ ー トの 混
液をお だや かに落とし, ス ー パ ー オ キ シドによる発光を
暗黒下で同装置で盲己録した .
野生親株, 呼吸欠持株ともに, パ ラ コ ー ト によ る誘発
がなければス ー パ ー オ キ シ ドの 産生は非常に弱か っ た .
親株の場合, 若 い コ ロ ニ ー は全体が光 っ て い たが, 成
熟 ･ 拡大 しつ つ ある コ ロ ニ ー で は周辺部が強く光 っ た .
こ の結果は, 成長途中の コ ロ ニ ー で は, 栄養と酸素の供
給が十分にある辺縁郡の細胞が盛んに呼吸 ･ 分裂して .
中心部に老化した細胞を残しながら拡大して い る こ とを
示して い る. こ こ で観察された発光は. ス ー パ ー オ キ シ
ド消去酵素 (S O D) や抗酸化能をも つ ア ス コ ル ビ ン 酸
で消去され た. 一 九 呼吸欠損株で は. 親株に比 べ て発
光は非常に弱か っ た. こ れらの結果は . カ ン ジ ダ細胞の
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ス ー パ ー オキ シ ド産生が呼吸と連動して い る こ とを示
して い る (第46回日本医兵 衛学会, 2002年9月). 現
在まで に細胞集団 (コ ロ ニ ー ) からの 括性酸素産生は画
像として捉えられたが, 今後は顕微鏡観察を組み合わせ
て . 個 々 の カ ン ジグ細胞か ら の括性酸素産生の 画像化を
試みて行きた い .
研究発表
原著輪文
1)AokiS,Ito - Ku w aS. N 血皿 u raKNakamu n Y, Vidotto
V,Takeo K: Chemi1u min este nce ofsuper o xldege n er ated
byCG nd WG albiEa nS= Dif托r e ntial 曲cts ofthe stlPer O Eide
genera torpar aquaton a舶Id-typeS亡rain a nda respirato ry
m tlta nt. M ed Myco140:13
1 9,2002･
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Brasuica rdinA の生合成研究
大 利 徹 (富山県立大学工学部生物工学研究セ ンタ ー)
三 上 嚢 (千葉大学其薗医学研究セ ンタ ー . 高分子活性分野)
研究成果
放線菌Noc qTdiGbra J17L
I
c nsかIF M O406株が生産するジテ
ル ペ ン化合物br asilic ardin A生合成遺伝子の 取得を目的
に研究を行 っ た.
Brasilica rdinAは, ジ テ)i, ペ ン 骨格 に, L-rha m nose,
N - a cetylglu c os amin e. ア ミ ノ 酸が付加 した構造を有して
い る . 放線菌で は, 天然物生合成遺伝子群は. ク ラ ス
タ ー を成 して い る こ と から. 最初に. L-rha m n o s e生合
成遺伝子の取得を試みた ･ dT D PI D -glu c o se4,6-dehydr a-
fas eの 保存配列を基に設計したprim erを用 い て P C Rを行
い , 目的遺伝子を含むと推定されるD N A断片を得 た.
本断片をprobe に用 い , 周辺領域を持 つ cosmidを得 , 塩
基配列解析を行 っ た. そ の 錯果 . dT DP-L- rha m n o seの
生合成に関与する . TD P- D -glu coseg,ntha s eからdT DP1
4-keto -L- rh n rLOS e3
,
51 ePi皿 e raS eに至る生合成遺伝子群
がクラ ス タ ー を成して い ると推定された. 現在 . 周辺に
br a s瓜c ardin A生合成適任子が存在するか否か の解析と,
ジテ ル ペ ン骨格を供給するge n nylgera nyl diphosphate生
合成遺伝子の取得とその周辺の 解析も行っ て い る.
研究発表
学会発表
1) 林 見 葛山智九 伊藤仲裁. 三上 轟. 瀬戸治男.
大都 徹 :Br asihc ardin A生産菌か ら の し rha m nose
生合成遺伝子群の取得. 2002年度日本農芸化学会
大会 (口頭発表:3A O5pO7). 2002年4月2日.
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病原性放線菌由来 の 天然生理活性物質の探索研究
新 家 一 男 (東京大学分子細胞生物学研究所)
三 上 嚢 (千葉大学其菌医学研究セ ンタ ー , 高分子活性分野)
研究成果
放線菌は , 多くの 二 次代謝産物を生産して おり , これ
まで 人類が考え つ かなか っ た揖遣を有する物質が阜離さ
れ. 医薬品や農薬など多くの 分野で応用されて きた . し
かしながら, 放線菌 の中で も病原性を示す菌殊 に つ い
て は , ほ と ん どスク l) - ニ ン グ研究は行われて いなか っ
た . こ の ような中, 病原性放線菌が非病原性放線菌と
異なる多くの 二 次代謝産物を生産して い る こ とが見出さ
れ. その リ ソ ー ス として の 可 能性が期待されて い る . 本
研究は , 痛 . 中枢神経疾患治療薬のリ ー ド化合物を見出
すことを日的に, 病原性放線菌より有用な生理括性物質
を単離する ことを目的とする .
ス ク リ ー ニ ン グ は. 主 に以下 の 4 つ系を用 い て行 っ た.
1) 呼吸阻専剤存在下で痛細胞に対して選択的に細胞死
を房草する物質の 探索
3Yl細胞 にアデ ノ ウ イ ル ス 由来の ウイ ル ス 遺伝子EIA
を導入した細胞を, 呼吸阻害剤で ある Qligo rrlydn を用 い
て
, 呼吸阻書剤耐性細胞EIAIR10細胞を調製した. こ
の細胞を用 い て . サ ン プ ル単独で は毒性 を示さずに ,
oligo ･Eydn存在下細胞死を誘導する物質をス クリ
ー ニ ン
グする.
2) G R P78転写制御物質の探索
G R P78 はもともと分子シ ャ ペ ロ ン である が, 最近 の
研究により細胞の生存園子としても作用して い る こ とが
判明して い る . 特に固形痛では, 中心部の低グ ル コ ー ス
環境および抗癌剤 へ の耐性を獲得するため に重要な役割
を担 っ て い る. ま た. G RP 78 はアル ツ ハ イ マ ー 病な ど
様々 な中枢疾患の 原因となる小胞体ス トレ ス を抑制する
働きを有する. し たが っ て , GRP78の 発現を抑制する
物質は選択的な固形痛治療薬となり. G RP 78の発現を
促進する物質はア)i, ツ ハ イ マ - 病をはじめ とする 中枢疾
患治療薬となる可能性が期待される .
ス ク リ ー ニ ン グ は . GRP 78プロ モ ー タ ー で あるE R SE
の下洗に, )I,シ フ エ ラ ー ゼを繋 い だプラ ス ミ ドで形質軽
換した細胞を用い て , ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 産生を指標 に行
う.
3)hT E R T転写制御物質の 探索
ヒ トテ ロ メ ラ ー ゼhT ER T は, 細胞 の不死化にお い て
重要な役軸を担う . テ ロ メ ラ ー ゼ は癌細胞の 90 %以上
に発現が見られるが, 正常組織では生殖細胞な ど橿 一 郎
を除き発現 して い な い . 現在テ ロ メ ラ ー ゼ酵素そのもの
に対する阻害剤は, 広く行われたにも拘わらず得られて
いな い の で現状で ある . したが っ て , テ ロ メ ラ ー ゼ プ ロ
モ ー タ ー の 活性化を抑制し. 酵素その もの の発現を抑制
するこ とにより , 現在行われて い る の とは全く異なる戟
点からテ ロ メ ラ ー ゼ阻害剤の 開発を進められ ると考えら
れる. また逆 に, 正常細胞で テ ロ メ ラ ー ゼ を 一 時的に発
現するような物質は. 再生医療で 問題とな っ て い る細胞
の 供給 に大きく貢献する ことが期待される . ス ク リ ー ニ
ン グ は , hT ER T プロ モ ー タ ー の 下洩に . )I, シ フ エ ラ ー
ゼ を繋 い だプラ ス ミ ド で形質転換 した細胞を用 い て . )I,
シ フ エ ラ ー ゼ の 産生を指樺 に行う.
4) 非メ バ ロ ン酸 (M E p) 経路特異的阻害剤の探索
真性細菌の 膜成分で あるテ ル ペ ン類は, 真核生物で
用 い られ て い る メ バ ロ ン酸経路とは異なる経路で 生合成
される ことが知られて い る . 現在存在する抗菌剤 に対し
て , 様 々な耐性を示す耐性細菌が問題とな っ て い るが ,
こ の 経路に対する 阻春剤 は. 新 し い概念の抗菌剤となる
こ とが期待され る. 本 ス クリ ー ニ ン グ は, 親株と メ バ ロ
ン酸経路で形質転換した真性細菌を用 い て , こ れ らに対
する抗菌活性の 差を指標 に, 形質転換株 に選択的な抗菌
剤の ス タ 1) - ニ ン グを行うもの である .
年間数百サ ン プ ル の病原性放線菌由来の スクリ ー ニ ン
グサ ンプル の 供与を受け. 6種類の ス クリ ー ニ ン グ系に
て 活性物質の 単離を試み, G R P78発現抑制物質の スク
リ ー ニ ン グ にお い て . B717, S720の 2薗株に活性が認
め られた.
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エ ジプトの 土壌か ら新た に分離した
真菌の代謝産物に関する研究
文
幹
嚢
袷
宿
千
( 千葉大学大学院白紙科学研兜科)
(千葉大学大学院自然科学研究科)
(千葉大学園芸学部)
(千葉大学其蘭医学研究セ ンタ ー ,
(千葉大学兵衛医学研究セ ンタ ー ,
(千葉大学異常医学研究セ ンタ ー .
(埼玉医科大学中央研究施設)
研究成果
エ ジ プトの 土壌より分離された日和見感染菌である
C･ gH eCn Slo21d7cu 加IF M51121様にお い て . 抗其菌悟性物
質の 生産が権能されたため . 5L の 三角 フ ラ ス コ で静置
培養を行い , 各種ク ロ マ トグラ フ ィ ー により精製し. 鰭
性物質の 単離を待 っ た . Ma ss, NMRの ス ペ ク トラ ム 解
析を行 っ た結果, 本物質はラクトン骨格を肴する新盤物
質(q□e en sla ndonと命名した) であ っ た. またその他に.
dtef$ Ola n oI A
,
B
,
C(本薗株にお い て も確認された) と
類似構造を有する悟性物質を2 つ (chqsoqtl e en, Chryso -
lm dol)発見した. Qpe e n shndo nの生物活性は, カ ビ (酵
母は除く) に対 して. 完全に生育を阻止はせず, 半阻
止状態の い わゆる不完全阻止活性を示した. した が っ
て , こ の 菌株は. 既知 の 抗細 菌活性物質alters olm oI A,
B
,
Cを生産 し. さらに今回新 た に単線した抗異常物質
qu enda ndo n およ び新規化合物chrys oqu e e n, chrysolmdol
等. 多くの 活性物質を生産 して い ることが明らかにな っ
た .
高分子活性分野)
高分子括性分野)
高分子悟性分野)
C･ ga ee nsZa ndic y2nからは. 1 ケ月間に及ぷ 静置堵奉確か
ら3 つ の新規生理活性物質と3 つ の既知生理悟性物質の
生産が確乾された. この ような特殊な培養法を用 い た場
令. 真菌は異な っ た構造を有する物質を生産するこ とが
わか っ た, ま た, 病原性異常は医薬の開発の ため の極め
て貴重な資源と考えられた.
研究発表
原著執文
1) Ho shin o Y,Iva nov a VB, TA R,aW a K, An do A. Mi-
ka mi Y
,
ZakiS M
,
Ka ra 皿A Z, YotlSS ef Y A, Grafe U:
Qiu C e n Slm do n, a n e w a nt血 ngalc o mpo D ,ldpr od.'c cd by
Cbp o3Po riu m gu ec21Shndz
'
Eu m :Produ ctio n,is olatio n a nd
strtl Ctu re elu占datiozl.JAntit'iot55:516-519,2002.
2)Iv 弧 O V aV B, Hoshin oY, Ya z a wa K,Ando A, Mikami Y,
ZakiS M
,
Gfafe U:Ⅰsol乱tio nandstrtlCtu re elu cidatio n of
tw o n e v a ntiba cte rialc o mpo tlndspr odu c ed byC bryso-
申 m
l
〟m gu ee ”∫la72dl
-
c u7n.JAntibiot55:9141918,2(氾2.
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海洋生物を素材と した抗真菌物質の探索
小 林 淳 一 (北海道大学大学院燕学研究科)
三 上 嚢 (千葉大学真菌医学研究セ ンタ ー , 高分子活性分野)
研究成果
沖縄産海綿L 酔 iella sp. よ り阜離した新親テ ル ペ ノイ
ド1 血iolide A とB に抗菌活性が認められた . また , 那
種 の 海綿 PIalo rt,
'
s sp. より単離 した新規オ キシ
l) ピ ン化
合物pl 血Ⅵ 血 A に, DNA ポリメ ラ
ー ゼ a と γ に対す
る阻害治性が認められた.
一 方, 沖縄 ･ 常長恵 ビ ー チ の 流木より分離 した其菌
ノ坤eTgi[Iw tzl m O riiより単離した新親イ ン ド
- ル ア ル カ ロ
イ ドspe radin eA に, 抗菌悟性, ヒ ス ト ン デ ア ヤチ ラ
ー
ゼ阻春情性, C㌔
＋
-A T Pア - ゼ 阻害括性が認め られた.
研究発表
原著論文
1)Tstlda M, Endo T;Mih mi Y,From ontJ, Kobaya shiJ:
L 血iolidesH a ndI,Fle w Se St r亡e rpe n e s丘o m a ･n a rin e
spo nge LuHa riclla spe cie s･JNatProd 65:1 507-1508,
2002.
2)Tstlda M , Endo T,Pe rpele s cuM, % shi血 S, W ata n 才be
KFr oJn O ntJ, Mikami Y, Kob甲 ShiJ:Plake vulin A, new
o申ipin inhibiting D N Apolym er as esa a nd ァ fr o 皿
sponge P lako rtis spe cie sI Tetr ahedron 59:1137
-1141,
2003.
3)Tstlda M, Mugishi皿 aT, Ko m atsu K, Sozl eT, Ta n aka M ,
Mikami Y
,
HiraiM
,
O hi2nmi Y
,
Kob野 aShiI:Spe radin e
A, a ne w pe nta 亡アClic oxindole d kaloid from a m arin c-
deriv ed fu ngu s4spc rgilZy sto m G ril
'
･ Tetr ahedron 59:
3227-3230
,
2003.
学会発表
1) 麦 島陵絶. 小松 一 監 津田正史, 小林洋 一 , 三 上
菓:海洋性其菌 J94kTgi 胞∫ sp･ 由来の 新規イン ド
- )I,
ア)i,カ ロ イ ドSpe r adin eA の構造, 日本薬学会北海
道支部第118回例会. 2002年6月15El.
2) 遠藤 息, 津田正 史 小林好 一 . 三 上 鼻: 沖縄産
梅錦pIGka rLis sp. より単社した新規オキシ リ ピ ン化
合物の 構造, 日本薬学金北海道支部第119回例会,
2 00 2年12月 7 日.
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